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Ameriška tripanosomoza, znana kot Chagasova bolezen je bolezen, ki jo povzroča 
protozojski parazit Trypanosoma cruzi. Predstavlja veliko breme javnega zdravja v 
Latinski Ameriki, hkrati pa zaradi številnega preseljevanja ljudi v zadnjih letih tudi 
potencialno grožnjo državam po vsem svetu. Pomanjkanje javne politike in nezanimanje 
industrijske farmacije za razvoj novih zdravil na področju zapostavljenih parazitskih 
bolezni botruje k temu, da sta za zdravljenje Chagasove bolezni na voljo le dve registrirani 
zdravili – benznidazol in nifurtimoks. Obe sta učinkoviti v akutni fazi, kronična uporaba pa 
ima zaradi ozkih terapevtskih oken, močnih neželenih učinkov in spremenljivih 
občutljivosti med sevi T. cruzi nizko klinično učinkovitost. 
V iskanje novih učinkovitih zdravilnih učinkovin so vložili že veliko študij in truda, vendar 
so se le nekatere spojine izkazale za primerne kandidate. Z vidika odnosa med strukturo in 
delovanjem je še vedno veliko nejasnosti glede glavnih strukturnih elementov spojin, ki 
izražajo antiparazitske lastnosti, vendar raziskave kažejo pomen elektrofilnega značaja 
spojin in N-oksidnega dela v njih, ki naj bi bil odgovoren za tripanocidno aktivnost spojine, 
saj lahko v parazitu povzročijo oksidativen stres. Tako predvsem razvijajo tovrstne nove 
učinkovine, skušajo pa modulirati tudi nekatere specifične tarče v parazitu.  
Glede na dostopno literaturo smo ugotovili, da so v preteklosti derivati benzofuroksana že 
pokazali odlične in vitro in in vivo rezultate, prav tako pa so se za zanimiv razred ligandov 
izkazali tudi semi- in tiosemikarbazoni. Zato smo se odločili, da v okviru magistrske 
naloge sintetiziramo derivate semi- in tiosemikarbazida. Uspešno smo sintetizirali deset 
končnih spojin, med katerimi sta dve spojini v stranski verigi vsebovali benzofuroksan, 
ostali pa benzen s substituentoma (-NO2, -Cl) na različnih mestih v obroču. Večina reakcij 
je bila enostopenjskih in enostavnih za izvedbo, izkoristki pa zadovoljivi (nad 72 %). 
Težavno je bilo čiščenje produktov zaradi njihove slabše topnosti, kar velja tudi za izhodna 
semi- in tiosemikarbazid.  
Spojine so bile testirane na njihovo tripanocidno aktivnost na epimastigotni obliki T. cruzi 
(Y sev). Glede na vrednost IC50 terapevtsko uporabnega benznidazola sta se za 
tripanocidno aktivni učinkovini pokazali spojini 3 in 6.  
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American trypanosomiasis also known as Chagas disease is a disease caused by the 
protozoan parasite Trypanosoma cruzi. It represents a major public health burden in Latin 
America and due to large-scale population movements in recent years, a potential threat to 
a number of countries throughout the world at the same time. The lack of public policies 
and the disinterest from pharmaceutical industries in the development of new drugs for 
neglected tropical diseases, leaving only two registered medicines for the treatment of 
Chagas disease – benznidazole and nifurtimox. Both compounds are effective in the acute 
phase, but their usefulness in chronic stage has a low clinical efficacy due to a narrow 
therapeutic window, strong side effects and variable sensitivities among T. cruzi strains. 
In the search of effective drugs, many studies and efforts have been made, but only a few 
structures have emerged as suitable candidates. From the structure–activity relationship’s 
viewpoint, there is still no clarity on the major factors expressing antiparasitic properties, 
but researches reinforce the importance of the electrophilic character of the molecule and 
the N-oxide moiety, which is thought to be responsible for the trypanocidal activity of the 
compound, since it can cause oxidative stress in the parasite. In particular, they are 
developing such new substances, and they are also trying to modulate some specific targets 
in the parasite. 
According to the available literature, we have found that benzofuroxane derivatives have 
already shown excellent in vitro and in vivo results, semi- and thiosemicarbazones have 
also proven to be an interesting class of ligands. In our thesis, we decided to synthesize 
semi- and thiosemicarbazide derivatives. Ten compounds were successfully synthesized, 
two of which in the side chain contained benzofuroxane, others benzene with substituents 
(-NO2, -Cl) at different sites in the ring. Most reactions were single-stage and easy to 
synthesize, their yields were satisfactory (above 72 %). The purification of products was 
difficult because of their poor solubility, which also applies to the output semi- and 
thiosemicarbazide.  
The compounds were tested for their trypanocidal activity on the epimastigotic form of T. 
cruzi (Y strain). Given the IC50 value of the therapeutically useful benznidazole, the 
compounds 3 and 6 have been shown to be trypanocidal active agents.  
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cAMP ciklični adenozin monofosfat (ang. Cyclic Adenosine Monophosphate) 
CB Chagasova bolezen 
CDC Center za nadzor in preprečevanje bolezni (ang. Centers for Disease 
Control and Prevention) 
CP cistein proteinaza 
CYP  citokrom 
ELISA encimsko-imunoadsorpcijski test (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay) 
FPS farnezil pirofosfat sintaza 
HIV virus človeške imunske pomankljivosti (ang. Humman Immunodeficiency 
Virus) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High-Performance Liquid 
Chromatography) 
HRMS masna spektrometrija visoke ločljivosti (ang. High Resolution Mass 
Spectrometry) 
IC50 inhibitorna koncentracija; koncentracija zdravilne učinkovine, potrebne za 
50 % inhibitorni učinek 
IIF indirektna imunofluorescenca 
IR infrardeča spektrometrija 
MS masna spektrometrija 
NFX nifurtimoks 
NMR jedrska magnetnoresonančna spektroskopija (ang. Nuclear Magnetic 
Resonance) 
NPIs zapostavljene parazitske okužbe (ang. Neglected Parasitic Infections) 
NRI nitroreduktaza tipa I 
NTDs zapostavljene tropske bolezni (ang. Neglected Tropical Diseases) 
PDE fosfodiesteraza 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (ang. Reactive Oxygen Species) 
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SAR razmerje med strukturo in delovanjem (ang. Structure–Activity 
Relationship) 
SC semikarbazon 
SZO Svetovna zdravstvena organizacija 
T. Cruzi Trypanosoma cruzi 
TDR tripanotion-disulfid reduktaza 
TIM trioza-fosfat izomeraza 





1.1. ZANEMARJENE BOLEZNI 
Pojem »zanemarjene bolezni« je prišel v veljavo leta 2005. Nanaša se na bolezni, ki so 
zanemarjene v smislu zanimanja za raziskave, financiranja in politične volje za njihov 
nadzor in morebitno odpravo. Med najbolj poznane, kljub dolgoletnim in obsežnim 
prizadevanjem za razvoj novih zdravil zanje, še vedno spadajo malarija, tuberkuloza in 
virus človeške imunske pomanjkljivosti (HIV), saj povzročajo največjo globalno 
obolevnost, umrljivost in socialno-ekonomsko breme. Vendar pa obstajajo številne virusne, 
bakterijske, ektoparazitske, glivične, helmintske in protozojske bolezni, ki se pojavljajo 
predvsem v tropih in subtropih ter so resnično zanemarjene v smislu zanimanja za njihovo 
raziskovanje, zato se za označevanje teh bolezni uporablja izraz »zanemarjene tropske 
bolezni« (1). 
Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) definira zapostavljene tropske bolezni (NTDs) 
kot skupino 17 bolezni, ki prevladujejo v tropskih in subtropskih regijah v 149 državah in 
prizadenejo več kot milijardo ljudi po vsem svetu. Sem štejejo tudi Chagasovo bolezen 
(CB) (2, 3). NTDs se nanaša na skupino kroničnih, izčrpavajočih in pogosto 
stigmatizirajočih bolezni, ki prizadenejo predvsem najbolj revne ljudi iz oddaljenih 
podeželskih območij tropskih in subtropskih držav. Posledice teh bolezni so negativni 
učinki na potek in izid nosečnosti, zapozneli fizični in intelektualni razvoj v otroštvu in 
zmanjšana delovna produktivnost odraslih. Razlogi za to zanemarjanje so številni. Mednje 
štejemo predvsem povezanost teh bolezni z revščino, geografsko izoliranostjo, 
stigmatizacijo, pomanjkanjem podatkov o lokalnih in globalnih ocenah obremenitev in 
nezadostnimi političnimi in finančnimi sredstvi za njihov nadzor (1).  
Center za nadzor in preprečevanje bolezni (CDC) označuje zapostavljene parazitske 
okužbe (NPIs) kot skupino petih parazitskih bolezni, ki povzročajo velik javnozdravstveni 
problem in za katere je značilno veliko število okuženih oseb, visoka resnost bolezni ter 
relativno majhna pozornost za njihov nadzor, preprečevanje in zdravljenje. Sem sodijo CB, 





1.2. CHAGASOVA BOLEZEN 
Chagasova bolezen, Chagas-Cruzeva bolezen, Cruzeva tripanosomoza ali južnoameriška 
tripanosomoza so sinonimi za tropsko bolezen, ki jo povzroča protozojski parazit 
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Bolezen je dobila ime po zdravniku Carlosu R. J. Chagasu, 
ki jo je leta 1909 prvič opisal (5). Prenašalca bolezni T. cruzi je poimenoval po svojem 
mentorju Oswaldu Cruzu (4). V letu 2016 je SZO ocenila, da je s T. cruzi okuženih 6 do 8 
milijonov ljudi, približno 12.000 pa jih vsako leto zaradi okužbe s T. Cruzi tudi umre (3, 
5).                    
CB spada poleg človeške afriške tripanosomoze in lišmanioze tudi v skupino treh 
pomembnih parazitskih tropskih bolezni, ki jih povzročajo isti zajedavci – tripanosomatidi 
iz rodu Trypanosoma in Leishmania (5).   
1.3. EPIDEMIOLOGIJA CB 
Epidemiološko najpomembnejši vektorji – predvsem so to različne vrste stenic – živijo v 
razpokah v blatu sten in slamnatih strehah kmečkih hiš. Prebivalci okuženih hiš so več let 
izpostavljeni vektorju in parazitu, zato se bolezen stalno prenaša in območje razširjenosti 
se veča. H globalni razširjenosti v zadnjih 50. letih prispevajo tudi velike selitve milijonov 
okuženih oseb iz endemičnih podeželskih vasi v latinskoameriška mesta in izven Latinske 
Amerike (6).  
Poleg okužbe z vektorjem, ki je značilna predvsem za endemična območja, se okužba 
lahko prenaša tudi s prenatalnim prenosom, transfuzijo krvi in presaditvijo organov ali 
kostnega mozga (3, 7). Danes v številnih državah z uporabo insekticidov in serološkega 
testiranja krvodajalcev dobro nadzorujejo širjenje triatomskega vektorja, a bolezen še 
vedno ostaja endemična na velikem območju Latinske Amerike. Zaradi okuženih potnikov, 
ki s seboj pripeljejo parazite tudi v druge države ZDA, Evrope, Avstralijo in Japonsko, CB 
predstavlja velik javnozdravstveni problem (8).       
1.4. ETIOLOGIJA CB 
T. cruzi je evkariontski enoceličar. Sodi v red kinetoplastidov in družino tripanosomatid. 
Glavni prenašalci so različne vrste stenic iz poddružine Triatominae, ki živijo v gnezdih 
ptic, votlih palmovih drevesih, brlogih in v skalnih razpokah (9). Te žuželke so znane pod 
različnimi lokalnimi imeni, kot so vinchuca v Argentini, Boliviji, Čilu in Paragvaju, 
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barbeiro v Braziliji, pito v Kolumbiji, chinche v Srednji Ameriki ter chipo v Venezueli. Za 
okužbo s T. cruzi so dovzetni številni sesalci, človek je le naključni gostitelj (4, 6).  
Bolezen se prenaša z okuženim iztrebkom stenic (preko očesnih veznic, ran na koži, 
kontaminirane hrane), s transfuzijo okužene krvi, s presaditvijo okuženih organov, ob 
nesreči pri laboratorijskem delu, z materinim mlekom oziroma s primesjo krvi v materinem 
mleku zaradi poškodovanih bradavic ali kongenitalno (prenatalna okužba) (6, 9).                                   
T. cruzi pripada tudi zelo heterogeni vrsti. Njene genetske raznolikosti so vzrok različnim 
kliničnim manifestacijam CB in geografskih razlik v obolevnosti in umrljivosti (10).   
1.5. RAZVOJNI KROG ZAJEDAVCA 
Življenjski cikel T. cruzi je kompleksen (slika 1), s štirimi razvojnimi stopnjami pri 
vektorjih žuželk in sesalskih gostiteljih: proliferativne stopnje v vektorju (epimastigoti) in 
sesalcih (znotrajcelični amastigoti) in neproliferativne infekcijske faze (tripomastigoti) v 
obeh gostiteljih (7, 9). Žuželka, ki jo je okužil parazit, ostane nepoškodovana (10). 
Stenica se okuži s T. cruzi med krvnim obrokom na okuženem sesalskem gostitelju. Takrat 
se življenjski cikel T. cruzi začne. V prebavnem traktu stenice se zajedavec namnoži, ko se 
tripomastigoti pretvorijo v epimastigote, glavno obliko replikacije nevretenčarjev. Iz 
epimastigotov, ki so vretenaste oblike in so sposobne razmnoževanja, nastajajo 
metaciklični tripomastigoti, ki so zavite oblike z bičkom in se niso sposobni razmnoževati 
(7, 11, 12).  
Med novim krvnim obrokom na še neokuženem sesalcu, stenice izločajo tripomastigote v 
svojih iztrebkih. Ti vstopijo v gostitelja preko sluznic ali poškodovane kože v nefagocitne 
celice, zlasti v mišične in tudi v fagocitne ter druge celice. S tem aktivirajo posebno 
molekulo Tc-Tox, ki zajedavcu omogoča izhod iz vakuole. V celici se tripomastigoti 
nahajajo prosto v citoplazmi, kjer izgubijo biček in se preobrazijo v amastigota. To so 
tanke in majhne oblike parazita in se lahko razmnožujejo. Z razmnoževanjem nastajajo 
psevdociste, ki se nahajajo v mnogih tkivih, najpogosteje v gladkih mišicah črevesja, v 
srčni mišici in skeletnih mišicah. V psevdocistah se po petih dnevih amastigote preobrazijo 
v tripomastigote v intermediarni obliki. Psevdocista poči in tripomastigoti se sprostijo v 
krvni obtok. Ti so dveh oblik. Tanjše, zelo aktivne oblike tripomastigotov, ki jih najdemo v 
krvi samo med akutno okužbo in povzročijo naslednji znotrajcelični razvojni krog v 
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gostitelju, ter manjše, širše in manj aktivne oblike tripomastigotov, ki okužijo stenice ob 
naslednjem krvnem obroku (7, 9, 11, 12).  
Razvojni krog zajedavca je sklenjen, ko se nova stenica s krvnim obrokom okuži s 
tripomastigoti, ki se v njenem črevesju nato preobrazijo v amastigote in sferomastigote. 
Sferomastigot je podoben amastigotu, le da je nekoliko večji, ima biček in se vidno 
premika. Telo in biček se večata in preoblikujeta v tipično obliko epimastigota, ki se pritrdi 
na črevesje stenice. Stenice postanejo kužne 10–15 dni po okužbi (7, 9, 10, 12). 
 
Slika 1: Razvojni krog zajedavca (povzeto po (7)). 
1.6. PATOLOGIJA CB 
CB delimo na tri faze: akutno, interminentno in kronično (8). V zgodnji akutni fazi je 
lahko okužen posameznik brez simptomov ali ima blage simptome, podobne drugim 
okužbam, kot so zvišana telesna temperatura, utrujenost, bolečine v mišicah in glavobol. 
Bolezen se kaže tudi s povečanimi jetri in vranico, oteklino obraza in izpuščajem s 
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podkožnimi vozlički (7). Pacienti navajajo pomanjkanje apetita, bruhanje in drisko. Če je 
zajedavec vstopil preko kože, lahko na mestu vstopa zasledimo čvrsto rdečino s 
povečanimi lokalnimi bezgavkami – šagom. Pri skoraj polovici bolnikov T. cruzi vstopi v 
telo preko očesne veznice. Nastane značilen znak Romaña – oteklina veke in tkiva okrog 
očesa ter vnetje očesne veznice. Inkubacijska doba traja približno dva tedna oziroma nekaj 
mesecev, če pride do okužbe s transfuzijo okužene krvi. Akutna okužba pri prejemnikih 
organov ima več različnih značilnosti, vključno s podaljšanim inkubacijskim obdobjem in 
hujšim kliničnim spektrom, ki lahko vključuje akutni miokarditis in kongestivno srčno 
popuščanje (4, 7). Akutno obdobje CB pogosteje zasledimo pri otrocih. Pride lahko do 
akutnega miokarditisa (tahikardija in spremembe v elektrokardiogramu (EKG)), kar 
privede do življenjsko ogrožajočih motenj srčnega ritma in do nenadnega zastoja srca. 2–3 
% otrok, mlajših od dveh let, razvije akutni miokarditis, 50 % pa meningoencefalitis 
(predvsem pri imunsko oslabljenih otrocih). Oba sta smrtno nevarna (7, 9). Znaki akutne 
bolezni spontano izzvenijo pri približno 90 % okuženih posameznikov, tudi če se ne 
zdravijo s tripanocidnimi zdravili. Približno 60–70 % teh bolnikov ne bo nikoli klinično 
razvilo vidnih oblik bolezni. Preostalih 30–40 % bolnikov pa bo razvilo kronično obliko 
bolezni (10). Sledi latentno obdobje. V tem času celično posredovani imunski odziv 
nadzira replikacijo parazita, simptomi se spontano izboljšajo, v 4–8 tednih pa izgine tudi 
parazitemija. Večina oseb ostane asimptomatska, vendar okuženih za celo življenje (7, 9). 
Po navideznem okrevanju se 10–30 let kasneje lahko razvije dilatativna kardiomiopatija. 
Srce je pri bolnikih s kronično CB najpogosteje prizadeti organ. Posledica kronične CB so 
različne spremembe v EKG-ju (10–30 % bolnikov). Zasledimo lahko desnokračni blok, 
levi prednji hemiblok, motnje prevajanja na nivoju atrioventrikularnega vozla, sinusno 
bradikardijo, prekatne tahikardije, spremembe v valu T in spremenjen zobec Q. Bolniki 
navajajo palpitacije, otekanje nog, omotičnost, bolečine v prsih, omedlevico in dušenje. Na 
rentgenogramu lahko zasledimo povečano srce. Srčna mišičnina je tanjša, pojavi se 
anevrizma in trombi. Kronična CB prizadene tudi prebavila. Najpogosteje se to kaže z 
megaezofagusom (razširjen požiralnik), ki je lahko predstopnja karcinoma požiralnika, in 
megakolonom (razširjeno debelo črevo). Prizadeti deli prebavne cevi imajo slabotno 
peristaltiko, zaradi česar ljudje trpijo za težkim požiranjem (disfagijo), zaprtjem, refluksom 
in kašljem (aspiracijo in regurgitacijo). Megakolon je značilen za dolgotrajno zaprtje, zato 
lahko povzroči črevesno ishemijo (7, 9, 10).  
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Ponovna aktivacija kronične faze okužbe s T. cruzi se pojavi predvsem pri bolnikih, ki so 
bili podvrženi presaditvi organov, in odraslih, okuženih s HIV. V obeh primerih je tveganje 
za ponovno aktivacijo povezano z imunosupresijo. Klinična slika je lahko med reaktivacijo 
celo hujša od akutne oblike CB. Pogosto pride do meningoencefalitisa, možganskih 
ognojkov (abscesa) in razvoja kožnih sprememb, bogatih s paraziti (7, 9). 
1.7. DIAGNOSTIKA CB 
Pri diagnozi akutne okužbe je na začetku pomembnih nekaj osnovnih podatkov o bolniku, 
ki nam povedo, ali obstaja možnost, da se je oseba okužila s T. cruzi. Zato o bolniku 
najprej poizvemo, če biva v endemičnem področju, če je prejel transfuzijo krvi na 
endemičnem področju, ali je bolnik otrok matere, ki je okužena, ali če je pri delu z 
zajedavcem prišlo do laboratorijske nesreče (4). 
V akutni fazi lahko z mikroskopskim pregledom neposredno dokažemo zajedavca v krvi 
(sveža antikoagulirana kri, obarvanje z Giemso) (7, 13). Najboljši test za zgodnje 
odkrivanje okužbe pri osebi, ki je prejela organ od okuženega darovalca ali je bila 
nenamerno izpostavljena, je verižna reakcija s polimerazo (PCR). Sistematično spremljanje 
PCR serijskih vzorcev krvi omogoča zgodnje odkrivanje okužbe in pravočasno zdravljenje, 
kar poveča verjetnost preživetja (7, 9). Diagnozo prirojene okužbe se vedno postavi z 
neposrednim dokazom zajedavca v popkovni krvi. Pri otrocih, pri katerih so bili testi na 
neposredno dokazovanje zajedavca ob porodu negativni, je smiselno serološko testiranje z 
dokazovanjem specifičnih protiteles razreda IgG, vendar šele 9 mesecev po porodu, ko v 
krvi ni več materinih protiteles (7, 13). Z razvojem imunskega odziva se parazitemija 
zmanjša na koncentracijo, ki je sublatentna, število parazitov v tkivih se bistveno zmanjša, 
kar nakazuje konec akutne faze. V latentnem obdobju se bolezen dokazuje s specifičnimi 
protitelesi in PCR metodo (7, 9, 10). Diagnoza kronične okužbe temelji na določanju 
specifičnih protiteles razreda IgG v bolnikovi krvi. Najpogosteje se uporabljajo indirektna 
imunofluorescenca (IIF), encimsko imunoadsorpcijski test (ELISA) in indirektna 
hemaglutinacija. Noben test ni dovolj občutljiv in specifičen za dokaz kronične okužbe s T. 
cruzi, saj je lahko rezultat lažno pozitiven tudi pri bolnikih z drugimi nalezljivimi 
boleznimi (malarija, lišmanioza, sifilis). Za potrditev okužbe sta potrebna dva pozitivna 
rezultata dveh različnih testov (7, 13). Vedno bolj se za odkrivanje in spremljanje okužbe 
uporablja PCR. Občutljivost PCR v kronični fazi CB je zelo spremenljiva in je odvisna od 
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količine in priprave vzorca, značilnosti populacije in PCR oligonukleotidnih začetnikov ter 
metod. Negativni rezultati PCR še niso dokaz, da okužbe ni (7, 9, 10).  
V Sloveniji izvajajo diagnostiko CB v Laboratoriju za parazitologijo Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani. Povzročitelja CB dokazujejo neposredno v razmazu periferne krvi, 
na voljo so tudi serološki testi (9). 
1.8. ZDRAVLJENJE CB 
Zdravljenje je priporočeno za vse primere akutne, kongenitalne ali reaktivirane infekcije, 
za otroke z infekcijo in paciente, starejše od 18 let, s kronično boleznijo. Zdravili naj bi se 
odrasli med 19 in 50 let brez napredne CB in po izbiri starejši od 50 let, ker koristi v tej 
populaciji niso dokazali. Antitripanosomalno zdravljenje je kontraindicirano med 
nosečnostjo in pri pacientih z ledvično in jetrno insuficienco in tudi pri tistih, s tako 
napredujočo CB ali megaezofagusom, da imajo težave pri požiranju (9, 10). 
Učinkovitost zdravljenja akutne CB je okrog 70 %, zgodnje zdravljenje prirojene CB pa 
ima 90 % učinkovitost (13, 14). Zdravljenje je uspešno tudi pri otrocih s kronično CB (10), 
medtem ko je verjetnost ozdravitve pri odraslih, ki so okuženi že dlje časa, nizka, manj kot 
10 % (14). Podatki o zdravljenju žensk s kronično CB pred nosečnostjo, z namenom 
zmanjšanja verjetnosti kongenitalnega prenosa, so zelo skopi. Prav tako je malo podatkov 
o profilaktičnem zdravljenju kronične okužbe pri bolnikih, pri katerih bo uvedeno 
imunosupresivno zdravljenje (npr. zaradi presaditve organov) oz. pri že imunsko 
oslabljenih bolnikih (npr. bolnikih, okuženih z virusom HIV) (9, 10, 13).  
V kroničnem obdobju je zlasti pomembno podporno zdravljenje srčnega popuščanja in 
prevodnih motenj ter zapletov s strani prebavil (9). Za zdravljenje srčnih in 
gastrointestinalnih manifestacij, ki se pripisujejo tej fazi bolezni, so potrebni posebni 
farmakološki pristopi, ki zajemajo kombinacijo diuretikov, zaviralcev angiotenzinske 
konvertaze ali zaviralcev angiotenzinskih receptorjev in adrenergičnih receptorjev beta 
(15). Nespecifično zdravljenje kardiomiopatije predstavlja vstavitev srčnega 
spodbujevalnika, ki ga vstavijo pri atrioventrikularnem bloku in srčni odpovedi. Možna je 
presaditev srca (8, 16). Megaezofagus in megakolon zdravijo kirurško. Pri megaezofagusu 
največkrat opravijo ezofagektomijo – operacijsko odstranitev požiralnika ali njegovega 
dela (9). Kot podporno zdravljenje pri težkem požiranju se pred obrokom uporabljajo 
sublingvalni nitrati in nifedipin, ki relaksirajo spodnji požiralnikov sfinkter preko NO. 
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Najboljše zdravljenje nenaprednega mega požiralnika je zdravljenje z laparoskopsko 
Hellerjevo miotomijo in fundoplikacijo. Zgodnjo fazo disfunkcije kolona lahko zdravimo z 
bogato prehrano in obilnim vnosom tekočin, kot tudi z uporabo odvajal in občasnim 
klistiranjem (10). 
Trenutno se za zdravljenje CB uporabljata dve zdravili, ki učinkujeta na tripomastigote in 
amastigote. To sta nifurtimoks (spojina a, slika 2) in benznidazol (spojina b, slika 2) (9). 
Obe spojini sta učinkoviti v akutni fazi, vendar je njuna uporabnost v kronični fazi 
omejena, kar je najverjetneje posledica farmakokinetičnih problemov (17). Poleg tega 
imata tudi veliko neželenih učinkov (12, 18). 
 
                            
 
 
                                 a                                                         b 
Slika 2: Strukturi trenutno uporabljenih zdravilnih učinkovin za zdravljenje CB: a – 
nifurtimoks in b – benznidazol (povzeto po (15)). 
Nifurtimoks (NFX) ali (RS)-3-metil-N-[(1E)-(5-nitro-2-furil)metilen]tiomorfolin-4-amin-
1,1-dioksid je analog nitrofurana. Odmerki, ki jih priporoča SZO, so od 8 do 10 mg/kg/dan 
v treh deljenih odmerkih za odrasle in od 15 do 20 mg/kg/dan v štirih razdeljenih odmerkih 
za otroke. Zdravljenje traja od 60 do 90 dni (12, 13). Najpogostejši neželeni učinki so 
gastrointestinalni (navzea, bruhanje, bolečine v trebuhu), pri 30 % bolnikov pa lahko pride 
do motenj centralnega živčnega sistema, kot so polinevritis, zmedenost ali generalizirani 
napadi in celo psihoza, ki se nadaljuje tudi, ko se zdravljenje ustavi. Pri nekaterih bolnikih 
se lahko razvijejo tudi kožni izpuščaji, posamezniki s pomanjkanjem glukoze-6-fosfat 
dehidrogenaze pa lahko doživijo hemolitično anemijo (12, 14, 15). 
Benznidazol (BZ) ali N-benzil-2-(2-nitro-lH-imidazol-l-il)-acetamid je derivat 2-
nitroimidazola, ki se uporablja kot prva linija zdravljenja CB, saj ima manj neželenih 
učinkov kot NFX. Priporočljivo je peroralno jemanje 60 dni 5 do 7 mg/kg/dan za odrasle in 
10 mg/kg/dan za otroke (8, 13, 14, 15). Nizka topnost in visok odmerek BZ pri dolgotrajni 
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uporabi sta vzrok za številne neželene učinke, ki vključujejo preobčutljivost – od svetlobno 
občutljivih izpuščajev do eksfoliativnega dermatitisa, supresije kostnega mozga 
(trombocitopenija, nevtropenija, agranulocitoza) in periferne nevropatije (9). Nizka topnost 
BZ vpliva tudi na njegovo biološko uporabnost, saj zmanjšuje njegovo učinkovitost v času 
kronične faze okužbe, ko so paraziti lokalizirani predvsem v skeletnih in srčno-mišičnih 
celicah (14). Kljub temu je zdravljenje kroničnih bolnikov priporočljivo, saj se pogosto 
zmanjša klinična patologija in izboljša stanje srca (9). 
Točen mehanizem delovanja obeh zdravil še vedno ni popolnoma jasen. Nekateri menijo, 
da toksičnost nitro spojin izhaja iz njihove presnovne pretvorbe po encimski redukciji nitro 
skupine do nitro radikala, ki se nato oksidira s kisikom, ta pa reducira v superoksid, kar v 
organizmu povzroči oksidativen stres. Drugi pa menijo, da so za njuno antiparazitsko 
delovanje odgovorni njuni metaboliti (po redukciji z nitroreduktazo), kot sta glioksal in 
nitril (visoko citotoksični in mutageni spojini) (12, 14, 15). 
Ker je uporaba NFX in BZ zaradi težav z učinkovitostjo, varnostjo in razvojem odpornosti 
sporna, je potreba po novem zdravilu nujna. Iskanje novih učinkovin se nadaljuje v smeri 
zelo varnih, zelo učinkovitih, zelo stabilnih in hkrati poceni zdravilnih učinkovin, ki ne 
temelji le na dragem in dolgotrajnem načrtovanem oblikovanju zdravil, temveč tudi na 
preverjanju učinkovitosti spojin, ki se že uporabljajo proti drugim boleznim in imajo za 
seboj že več kliničnih preskušanj ter optimizaciji predpisanega načina zdravljenja že 
obstoječih in odobrenih zdravil (8, 12, 19).  
V iskanje učinkovitih zdravilnih učinkovin so vložili že veliko študij in truda, ampak le 
nekatere spojine so se izkazale za primerne kandidate. Najboljša izbira se zdi multitarčen 
pristop. Ker imata NFX in BZ dokazano tripanocidno aktivnost, so spojine s furanskimi in 
imidazolskimi strukturnimi fragmenti izhodišče pri iskanju potencialnih antitripasomalnih 
zdravil. Z vidika strukture je še vedno veliko nejasnosti glede glavnih fragmentov, ki 
izražajo antiparazitske lastnosti, vendar domnevajo, da bioredukcija nitro skupine sproži 
kaskado toksičnih reaktivnih zvrsti, ki vplivajo na preživetje parazita (20). 
N-oksidni del se pojavlja tudi v številnih protitumornih in protibakterijskih učinkovinah, 
zato so sklepali, da je ravno ta del molekule odgovoren tudi za antitripanosomalno 
dejavnost. Pri iskanju novih, bolj varnih učinkovin, so izhajali iz strukture NFX. Za 
farmakofor so vzeli 1,2,5-oksadiazol-N-oksid, s katerim so posnemali strukturo 
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nitrofuranskega heterocikla v NFX. Ugotovili so, da so spojine, ki vsebujejo benzo[1,2-c] 
1,2,5-oksadiazolni heterocikel, dvakrat bolj učinkovite kot tiste brez benzena. Zamenjava 
amida v semikarbazid v stranski verigi je vodilo do zmanjšanja aktivnosti. Odsotnost N-
oksidnega dela pa celo do popolne izgube učinkovitosti. Pomembno vlogo pri učinkovitosti 
ima tudi lipofilno-hidrofilno ravnotežje (21). Medtem ko je način delovanja heterociklov, 
ki vsebujejo N-oksid, še vedno neznan, dobljeni rezultati kažejo na pomen elektrofilnega 
značaja molekule in možne udeležbe heterocikla v redukcijskih reakcijah (22). Privlačne za 
razvoj novih učinkovin so zato spojine, ki lahko v parazitu ustvarijo oksidativni stres s 
selektivno redukcijo z oksidoreduktazami v parazitu. Raziskovali so tudi pomen N-
oksidnega dela kot tripanocidnega farmakofora. Ugotovili so, da so derivati 
benzofuroksana (benzo[1,2-c]1,2,5-oksadiazola-N-oksida) (slika 3) pokazali odlično 
aktivnost in vitro in in vivo proti T. cruzi, za najboljše pa so se izkazali 5-
ariletenilbenzofuroksani in vinilsulfonilbenzofuroksani (23). 
 
Slika 3: Struktura benzofuroksana (benzo[1,2-c]1,2,5-oksadiazol-N-oksid) (povzeto po  
(23)). 
Zaradi velike raznolikosti bioloških in farmakoloških lastnosti je postala zanimiva tudi 
kemijska struktura indazolov. Nekateri indazoli so bili na primer opisani kot potencialne 
antimikrobne, protiglivične in antiangiogene učinkovine, kot tudi spojine za zdravljenje 
bolezni srca in ožilja ali celo raka. Nitroindazoli motijo parazitsko dihanje in sprožijo 
nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), vendar še vedno ne moremo z gotovostjo 
trditi, da gre za mehanizem oksidativnega stresa. Indazoli so sposobni tudi inhibirati 
tripanotidno reduktazo in prav zaradi njihovega dvojnega delovanja se izkazujejo za 
potencialne rastne inhibitorje T. cruzi. Aktivni niso le proti epimastigotom, temveč tudi 
proti klinično pomembnim oblikam tripomastigotom. V zvezi s strukturo je prvi poudarek 
na prisotnosti nitro skupine (20, 22). Nitro anionski radikal se ne obnaša kot izoliran 
radikal, ampak kot kompleksna zvrst, ka rakteriziran z arilnim delom, na katerega je vezan. 
Stabilnost radikalov je odvisna od kemijske strukture in stopnje konjugacije v molekuli. 
Glede na substituente, ki so vezani na indazolski obroč, je možno predvideti obnašanje 
molekule in napovedati učinkovitost. To tudi omogoča načrtovanje dodatnih strukturnih 
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sprememb s ciljem povečanja tripanocidne aktivnosti in selektivnosti učinkovine. V 
učinkovitih spojinah so najpogosteje opazili tudi prisotnost benziloksi (BnO) substituenta, 
ki je podoben N-benzilni skupini v BZ (20). Spojine, ki ga imajo v svoji strukturi, so 
primerljive ali celo boljše kot referenčno zdravilo BZ. V prisotnosti dodatne elektroaktivne 
skupine (npr. CO), se heterociklična struktura stabilizira. Spojine z več heterocikli imajo 
podoben redoks potencial kot tiste z enim obročem, saj redukcija teh spojin vodi k 
resonančno stabiliziranim radikalom zaradi porazdelitve neparnega elektrona preko 
heterocikličnega obroča in zmanjšanja resonance med heterocikli. Poleg osrednjega 
heterocikla ima torej komplementarna struktura ključno vlogo v smislu afinitete in 
selektivnosti. S spreminjanjem stranske verige lahko dobimo spojine z večjo (ali manjšo) 
inhibitorno močjo. A vendar smo še vedno daleč od popolnega razumevanja povezave med 
strukturo in delovanjem (SAR), zato bo za dosego tega cilja treba vložiti še veliko truda in 
prizadevanj (8, 20). 
V študijah se pojavljajo tudi spojine, ki vsebujejo imidazole (16). Dokazali so, da so ti 
sposobni tudi inhibicije fosfodiesteraze (PDE). V T. cruzi je PDE odgovorna za hidrolizo 
cikličnih nukleotidov. Signalna vloga cikličnega adenozin monofosfata (cAMP) je 
vključena v življenjski cikel in diferenciacijo T. cruzi. Inhibicija PDE vodi do zmanjšanja 
količine cAMP, kar povzroči celično smrt (24, 25). PDEC2 v T. cruzi je odgovorna za 
normalno osmoregulacijo (25).                                              
Ugotovili so, da so nekateri klinični izolati pridobili odpornost na nitroheterociklične 
spojine, in da imajo nekateri sevi prirojeno rezistenco na ta zdravila (11, 16, 24). Imidazoli, 
vsi z več fenilnimi substitucijami, so zelo lipofilni, kar vpliva na njihovo topnost v 
biološkem sistemu. Z namenom zmanjšanja lipofilnosti so spojine optimizirali tako, da so 
ohranili jedrni pentanski obroč (imidazol ali tiazol) ter z različnimi substituenti povečali 
polarnost spojine. Zmanjšali so število aromatskih obročev in namesto njih v strukturo 
dodali polarno sečnino (slika 4) (16). 
 
Slika 4: Shematski prikaz dodajanja polarne sečnine v pentanski (imidazolski ali tiazolski) 
obroč (povzeto po (16)). 
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Proučevali so tudi druge komercialno dostopne spojine, ki bi lahko izkazovale učinkovitost 
proti T. cruzi, na primer zdravili proti glivam ketokonazol in terbinafin, oba inhibitorja 
biosinteze sterolov v membrani. Pokazalo se je, da imata ti dve zdravili precej močan 
učinek proti kulturam T. cruzi (23). 
Napredek pri poznavanju metabolnih poti T. cruzi, vključno z razlikami v presnovi parazita 
in celic sesalcev, je v razvoju učinkovin zagotovil selektivno toksičnost, zlasti racionalno 
načrtovanje inhibitorjev presnovnih poti ali specifičnih encimov, izbranih kot tarče zdravil 
(26). To so zaviralci tripanotion-disulfid reduktaze (TDR), cistein proteinaze (CP), farnezil 
pirofosfat sintaze (FPS), nitroreduktaze tipa I (NRI) ter biosinteze ergosterola in purina (8). 
Le nekaj spojin je pokazalo aktivnost in vivo in ugodno porazdelitev v telesu (15).  
TDR igra pomembno vlogo v življenju T. cruzi, ker ohranja znotrajcelično redukcijsko 
okolje. Ta biokemijska pot je edinstvena za kinetoplastidne protozoje. Strukturno se od 
človeške glutation reduktaze precej razlikuje. Inhibitorji TDR (sulfoksim butionin, 
klomipramin, tioridazin) zavrejo TDR aktivnost ter posledično povzročijo oksidativni stres 
v parazitu (23, 26). 
CP kruzain, znan tudi kot kruzipain, je esencialna cisteinska proteaza T. cruzi, ki je 
vključena v diferenciacijo parazita, celično invazijo, razmnoževanje in imunski vdor ter se 
izraža v vseh razvojnih oblikah različnih sevov T. cruzi. Inhibitorji zavirajo proliferacijo 
amastigotov in epimastigotov, kar zmanjša parazitemijo in poveča preživetje živali. Pri 
raziskovanju spojine K-777 (vinil sulfon) so ugotovili toleranco pri nizkih odmerkih (12, 
15, 26). 
FPS je odgovorna za sintezo sterolov v T. cruzi. Bisfosfonati zavirajo FPS, kar zmanjšuje 
raven sterolov in drugih pomembnih poliizoprenoidnih spojin. To pa vpliva na sposobnost 
preživetja celice (15). 
NRI je encim, ki je odgovoren za diferenciacijo T. cruzi in za aktivacijo nitroheterociklov. 
Več spojin na osnovi nitrotriazola je pokazalo pomembno antitripanosomalno aktivnost in 
vitro. Nitrotriazolne spojine imajo dvojno delovanje. Poleg inhibicije NRI, inhibirajo tudi 
CYP51, zato so boljše od monofunkcionalnih derivatov na osnovi 3-nitrotriazola 
(inhibitorji ergosterola) (15, 19).  
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Zaviranje biosinteze ergosterola vodi do izgube preživetja celic zaradi izčrpanja bistvenih 
sterolov in kopičenja toksičnih intermediatov. Monoterapija z azoli (ketokonazol, 
posakonazol, itrakonazol, flukonazol, ravukonazol) se je izkazala za neučinkovito. 
Zaviralci ergosterola in analogi fenarimola so usmerjeni na lanosterolno C14-demetilazo, 
amiodaron in dronedaron pa delno zavirata lanosterol-sintazo. Fosfolipidni inhibitorji 
blokirajo sintezo sterola, inhibirajo sintezo fosfolipidov preko Greenbergove poti in 
zavirajo signalne transdukcijske encime, kot je fosfatidilinozitol fosfolipaza C.  
Amiodaron in dronedaron sproščata tudi kalcijeve ione iz mitohondrijev in 
acidokalcisomov, kar poveča nivo Ca
2+
 v citoplazemskem prostoru in ogroža preživetje 
celic (12, 15, 26). 
Pomembna značilnost v presnovi T. cruzi je tudi odvisnost od glikolize kot energijskega 
vira za celično preživetje. Tarča za načrtovanje zdravil bi lahko bila trioza-fosfat- 
izomeraza (TIM) v T. cruzi. TIM je encim, ki katalizira izomerizacijo gliceraldehid-3-
fosfata in dihidroksiaceton-fosfata v peti stopnji glikolitične poti. Ker je aktivna samo v 
dimerni obliki, bi uporaba majhnih molekul, ki bi se vpletle v njeno strukturo, lahko 
spremenila integriteto dimera, kar bi povzročilo inaktivacijo encima. Zaradi velikih razlik 
v strukturi med človeškim in parazitskim TIM, bi teoretično bilo možno najti visoko 
specifične molekule. Analiza podatkov je pokazala, da imajo najboljši ireverzibilni 
inhibitorji TIM v svoji strukturi bis-aromatske sisteme, povezane z enojno vezjo (npr. bis-
benzotiazol) (spojina a, slika 5), elektrofilne dele, kot je disulfid (Michael-akceptor) 




                       a                                          b                                   c 
 
 
                               č                                                    d 
Slika 5: Strukture najboljših ireverzibilnih inhibitorejv TIM. a – aromatski sistemi 
povezani z enojno vezjo; b – disulfidi; c, č – Michaelov akceptor; d – tiosemikarbazoni 
(TSC) (povzeto po (27)). 
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TSC so zanimiv razred ligandov, ki kažejo raznoliko biološko aktivnost, vključno z učinki 
proti glivam, virusom in raku (28, 29, 33). Že nekaj let se uporabljajo tudi kot 
antiparazitska sredstva. Prvotno so bili zasnovani kot parazitski inhibitorji CP, kot je na 
primer kruzain v T. cruzi. V primerjavi s semikarbazoni (SC) so bolj učinkoviti, kar kaže, 
da žveplo spreminja biološki profil tiosemikarbazonov. Predlagan mehanizem za biološko 
aktivnost TSC je tristopenjski: nukleofilna substitucija s hidroksilnim anionom (iz vode ali 
iz osnovnih sestavin celice), nastanek radikalov in končno nastanek singletnega kisika, ki 
ga v celicah inducira superoksid dismutaza (Priloga I).  
TSC in SC lahko zaradi prisotnosti donorskih atomov, kot so dušik, kisik in žveplo v 
njihovem strukturnem jedru, koordinirajo z mnogimi kovinami. Kompleksi teh spojin z 
bakrom so pokazali še večji vpliv na celično proliferacijo (28). Nadaljnja kemijska 
modifikacija TSC in popolno razumevanje njihove molekulske tarče bi lahko omogočila 
izkoriščanje njihovega antiparazitskega potenciala. Omeniti je treba, da so študije o 
zgodnji toksičnosti in vitro povezane z vsemi sintetiziranimi spojinami pokazale, da ima 
večina spojin varen profil, v nekaterih primerih boljši od trenutnih zdravil (30, 33). 
Obetajoče terapevtske alternative za zdravljenje CB so tudi kombinirane terapije, ki 
temeljijo na razpoložljivih zdravilih (8, 14, 17, 19). Kombinacija zdravil lahko prispeva k 
izboljšanju terapevtske učinkovitosti zdravil zaradi sinergije različnih mehanizmov 
delovanja dveh zdravil na isto molekulsko tarčo. Prav tako lahko s kombinacijo zdravil 
zmanjšamo omejitve uporabe NFX in BZ, povezane z neugodnimi farmakokinetičnimi 
lastnostmi, kot sta relativno kratka razpolovna doba in omejena penetracija v tkiva (17, 
19), ki omejujejo njuno delovanje v kronični fazi, ko so paraziti večinoma omejeni na 
globoka tkiva, v katerih se pojavi replikacija (22, 27). V primerjavi z monoterapijo, 
kombinirana terapija izboljša učinkovitost zdravljenja, skrajša čas izpostavljenosti 
zdravilu, zmanjša odmerke zdravil ter posledično neželene učinke in možnost pojava 
rezistence, hkrati se zmanjšajo tudi ekonomski stroški (17, 19).        
Sinergističen učinek so dokazali za kombinacijo BZ z zaviralci sinteze ergosterola. 
Dokazali so tudi, da itrakonazol vpliva na farmakokinetiko BZ, saj se presnavljata z istim 
encimom (citokrom P450), zaradi česar se zmanjša maksimalna koncentracija BZ v 
plazmi, izboljša njegova razpolovna doba in volumen porazdelitve (17, 31).                              
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Klomipramin, triciklični antidepresiv, je kompetitivni zaviralec TDR in ne zavira človeške 
glutation reduktaze. Skupaj z BZ bi deloval sinergistično proti parazitu. BZ bi izčrpal 
antioksidativno obrambo parazita, klomipramin pa bi preprečil nastanek novih reduciranih 
molekul. Podobno delovanje so dokazali tudi za kombinacijo NFX in butionin sulfoksima 
(tioridazin) (19). 
Uspešno so razvili tudi komplekse, ki združujejo ligande z antitripanosomsko aktivnostjo 
in farmakološko aktivne kovine (platina/paladij ter 5-nitrofuril). Kompleksi delujejo preko 
dvojnega mehanizma delovanja s kombiniranjem farmakoloških lastnosti obeh, liganda in 
kovine (18, 19, 20). TSC ligandi delujejo tripanocidno, ker po bioredukciji nitro dela 
sprožijo nastanek ROS in povzročajo oksidativen stres. Kompleksi pa močno interagirajo z 
DNA in tudi ireverzibilno inhibirajo TDR (24, 32, 33). Rezultati vrednotenja in vitro so 
pokazali, da je aktivnost proti T. cruzi odvisna od narave kovinskega iona, saj so v skoraj 
vseh primerih kompleksi paladija aktivnejši od ustreznih izostrukturnih kompleksov 
platine (24). 
1.9. PREPREČEVANJE CB 
Pri preprečevanju bolezni je pomembno ozaveščanje prebivalcev, ki živijo v endemičnih 
predelih, ter kemično uničevanje prenašalcev. Popotniki, ki potujejo v endemična območja,  
se morajo izogibati prenočevanjem v prostorih, v katerih bi lahko bile stenice oz. morajo 
uporabljati repelente in zaščitne mreže. Prenos s transfuzijo krvi predstavlja velik problem 
v endemičnih območjih CB, zato je zelo pomembno serološko testiranje darovalčeve krvi. 
Laboratorijsko osebje mora ob delu s T. cruzi uporabljati ustrezno zaščitno opremo 




2. NAMEN DELA 
Namen našega dela je resinteza 4-azido-3-nitrobenzaldehida in 6-
formilbenzo[c][1,2,5]oksadiazol 1-oksida ter načrtovanje in sinteza derivatov semi- in 
tiosemikarbazida kot potencialnih zdravilnih učinkovin pri zdravljenju Chagasove bolezni. 
V okviru magistrske naloge bomo sintetizirali različne spojine, za katere predvidevamo, da 
povzročajo oksidativni stres v parazitu, ki je osnova tripanocidne aktivnosti in so derivati 
semi- in tiosemikarbazida. Predpostavljamo, da je glavni mehanizem delovanja učinkovin 
generiranje radikalskih zvrsti, ki poškodujejo DNA parazita ali njegove celične organele.  
Ker povezava med strukturo in delovanjem tripanocidnih učinkovin še ni poznana in 
nimamo poznane tarče, smo sistematično preverili vsako skupino v že potrjenih 
tripanocidnih učinkovinah, ali je povezana s tripanocidno aktivnostjo. Na podlagi te 
dostopne literature smo si za osnovni del molekule, za katerega predvidevamo, da je 
odgovoren za tripanocidno aktivnost, izbrali strukturo semikarbazida in tiosemikarbazida 
(slika 6). Sintetizirali bomo različne derivate teh dveh osnovnih spojin in skušali ugotoviti, 
katere skupine prispevajo k tripanocidni aktivnosti. Naši začetni gradniki bodo analogi 
nitrobenzaldehida, ki vsebujejo nitro substituent na različnih mestih aromatskega obroča, 





Slika 6: Osnovni del molekule, za katerega domnevamo, da poseduje tripanocidno 
aktivnost. Sintetizirali bomo spojine s kisikom (O) ali žveplom (S) na mestu R1, R2 pa 
bomo poljubno spreminjali. 
Poleg sinteze izbranih derivatov semi- in tiosemikarbazida je cilj naloge tudi optimizacija 
vseh stopenj sinteze in čiščenja že nekaterih znanih spojin s tripanocidnim učinkom. 
Učinke sintetiziranih spojin na T. Cruzi bomo primerjali z benznidazolom, učinkovino, ki 
se uporablja v terapiji. S tem pa bomo tudi ovrednotili ustreznost našega načrtovanja novo 
sintetiziranih spojin s tripanocidnim učinkom.   
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo v laboratoriju uporabljali reagente in 
topila različnih proizvajalcev (Acros Organics, Sigma-Aldrich, TCI, Merck, Carlo Erba, 
Apollo Scientific, Alfa Aesar, Maybridge) brez predhodne priprave in katerih čistota je bila 
večja od 95 %. 
3.2. METODE 
3.2.1. Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo smo uporabljali za spremljanje poteka reakcij, izolacije 
spojin, za izbiro primerne mobilne faze, ki smo jo nato uporabili pri kolonski 
kromatografiji ter za preverjanje čistote vmesnih in končnih spojin. Za stacionarno fazo 
smo uporabili silikagel plošče – TLC Silica gel 60 F254, velikosti 20 × 20 cm in z 0,22 mm 
nanosom silikagela s fluorescentnim indikatorjem na aluminijastem nosilcu, proizvajalca 
Merck (Nemčija). Lise spojin na kromatografskih ploščah smo detektirali pod UV svetlobo 
z valovno dolžino 254 nm in 366 nm ter orositvenim reagentom ninhidrin, s katerim smo 
detektirali amine. Uporabili smo različne mobilne faze, navedene so pri reakcijah za 
posamezne spojine. 
 
3.2.2. Kolonska »flash« kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za čiščenje spojin. Izvajali smo jo v steklenih 
kolonah različnih velikosti, odvisno od količine vzorca. Pomagali smo si z nadtlakom 
zraka. Za stacionarno fazo smo uporabili Silikagel 60 (Kieselgel 60), proizvajalca Merck 
(Nemčija), z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm (flash silikagel). Za mobilno fazo pa smo 
uporabili različna topila oz. njihove zmesi (navedene pri sintezah posameznih spojin). 
 
3.2.3. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z reverzno fazo (HPLC) 
S sistemom za tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (Thermo Scientific, UltiMate 
3000) z reverzno fazo smo določali čistoto končnih spojin. Kromatografsko čistoto spojin 
smo določali z gradientno metodo. Vzorec smo raztopili v 10 % H2O v acetonitrilu, tako da 
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smo dobili vzorec s koncentracijo 0,1 mg/mL. Raztopljen vzorec smo prefiltrirali skozi 
membranski filter z velikostjo por 0,45 μm. 
Kromatografski pogoji: 
- Mobilna faza A (vodna): 99 % H2O, 1 % acetonitril 
- Mobilna faza D (organska): 99 % aceotnitril, 1 % H2O 
- Kolona: Waters Acquity UPLC HSS C18 SB 1,8 μm, premer: 2,1 × 50 mm  
- Temperatura kolone: 40 °C 
- Volumen injiciranja: 10 μm 
- Detekcija pri valovni dolžini: 210, 220, 254 in 280 nm 
- Metoda: pretok = 0,3 mL/min (1–10 min = 5 % MF D           95 % MF D) 
Kromatograme smo obdelali v računalniškem programu Empower Pro, build 1154, 
Empower Software. 
 
3.2.4. Jedrska magnetnoresonančna spektroskopija (NMR) 
NMR smo uporabili za identifikacijo in preverjanje čistote naših spojin. Intermediatom pri 
sintezi končnih spojin smo posneli 
1





spektre. Uporabili smo Bruker AVANCE III 400 MHz spektrometer, ki se nahaja na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Vzorce smo predhodno raztopili v 600 μL enega od 
devteriranih topil CDCl3 ali DMSO-d6, ki jim je kot interni standard dodan TMS. Kemijske 
premike (δ) smo podali v “parts per million” na podlagi internega standarda (TMS δ 0,00 
ppm). Za obdelavo spektrov smo uporabili računalniški program MestRec 4.5.6.0 
proizvajalca Mestrelab Research (Španija).  
 
3.2.5. Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrofotometru Thermo Nicolet Nexus 470 ESP FT-IR na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani s tehniko popolnega odboja (ATR), obdelali pa smo jih s 
programom Omnic E.S.P. 5.3 proizvajalca Thermo Fischer Scientific, ZDA. 
3.2.6. Masna spektrometrija (MS) 
Masni spektri visoke ločljivosti (HRMS) so bili posneti na spektrometru Q Exactive™ Plus 
Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ proizvajalca Thermo Fisher Scientific, z ESI tehniko na 




3.2.7. Določanje temperature tališča 
Temperaturo tališča spojin smo določali s pomočjo Kofflerjevega talilnega mikroskopa z 
ogrevalno mizico Leica na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
 
3.2.8. Risanje kemijskih struktur in poimenovanje spojin 
Kemijske strukture smo risali in poimenovali po IUPAC-u s pomočjo računalniškega 
programa ChemBioDraw Professional 15.1.0.144, proizvajalca Perkin Elmer (ZDA). 
 
3.2.9. MTT citotoksični test 
MTT test je kolorimetrični test za oceno presnovne aktivnosti v celicah. Encimi celične 
oksidoreduktaze, odvisni od NAD (P), lahko pod določenimi pogoji odražajo število 
prisotnih sposobnih celic. Ti encimi lahko reducirajo tetrazolijevo barvilo MTT 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid do netopnega formazana, ki ima vijolično 
barvo. Analize tetrazolijevega barvila lahko uporabimo tudi za merjenje citotoksičnosti 
(izguba sposobnih celic) ali citostatične aktivnosti (premik od proliferacije do mirovanja) 
potencialnih zdravil in strupenih snovi. MTT testi običajno potekajo v temi, saj je reagent 
MTT občutljiv na svetlobo. MTT, rumeni tetrazol, se v živih celicah reducira do škrlatnega 
formazana. Doda se raztopina za solubilizacijo (običajno bodisi dimetil sulfoksida, 
zakisane etanolne raztopine ali raztopine detergenta natrijevega dodecil sulfata v 
razredčeni klorovodikovi kislini) za raztapljanje netopnega škrlatnega formazana v 
obarvano raztopino. Absorbanco te barvne raztopine je mogoče določiti z merjenjem na 
določeni valovni dolžini (običajno med 500 in 600 nm) s spektrofotometrom. Stopnja 
absorpcije svetlobe je odvisna od topila (34, 43). Merjenje citotoksičnosti spojin so izvedli 
na inštitutu São Paulo State University (Unesp), School of Pharmaceutical Sciences v 
Braziliji, na epimastigotni obliki T. cruzi (Y sev). Absorbanco so odčitali pri valovni 
dolžini 595 nm, vrednosti IC50 pa preračunali s pomočjo statističnega programa Origin R 




4. EKSPERIMENTALNO DELO IN REZULTATI ANALIZ 
4.1. Sinteza 4-azido-3-nitrobenzaldehida (1) 
 
                                                                                        1 
Postopek: 
V 100-mililitrsko bučko smo zatehtali 4-kloro-3-nitrobenzaldehid (1 g, 5,4 mmol) in dodali 
dimetilsulfoksid (DMSO) (3 mL). Pri prenosu topila smo uporabili balon z argonom za 
zagotovitev brezvodnih pogojev. Zmes smo pustili mešati na magnetnem mešalu, dokler se 
ni vse raztopilo. Ko se je vsa izhodna spojina ob mešanju s pomočjo magnetnega mešala 
raztopila, smo bučko postavili v kopel z vodo in nekaj kockami ledu. Postopoma smo med 
konstantnim mešanjem po majhnih delih dodajali NaN3 (0,353 g, 5,4 mmol). Reakcijsko 
zmes smo pustili preko noči mešati pri sobni temperaturi, nato pa smo ji dodali nekaj vode 
in dietiletra ter pustili mešati, dokler se vsa nastala oborina ni raztopila. Zmes smo 
ekstrahirali z dietiletrom (1 × 20 mL, 5 × 10 mL). Združeni organski fazi smo nato dodali 
sušilno sredstvo NaSO4, ga odfiltrirali skozi vato, filtrat pa, kolikor se je dalo, uparili na 
rotavaporju. Spojino smo pustili čez noč v digestoriju, da je do konca kristalizirala.  
Preglednica 1: Rezultati spojine 1. 
izgled rjavorumeni kristali 
tališče 74–75 °C 
izkoristek 72,0 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, v/v) = 0,35 






4.2. Sinteza 6-formilbenzo[c][1,2,5]oksadiazol 1-oksida (2) 
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Postopek: 
Spojino 1 (0,747 g, 3,9 mmol) smo raztopili v toluenu (3,6 mL) in zmes segrevali ob 
vrenju 90 min pri 90 °C na oljni kopeli. Topilo smo odparili na rotavaporju. Ko se je 
zaostanek v bučki ohladil na sobno temperaturo, je spojina izkristalizirala v obliki 
rjavorumenih kristalov. 
Naslednji dan smo temu zaostanku dodali EtOAc (4–10 mL) in Celite S (1 žlica) in 
filtrirali skozi sanitetno vato ter topilo odparili.  
Preglednica 2: Rezultati spojine 2.  
izgled oranžnorjava trdna snov 
tališče 69–71 °C 
izkoristek 88 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, v/v) = 0,51 
 
4.3. Sinteza 6-((2-karbamoilhidraziniliden)metil)benzo[c][1,2,5]oksadiazol 1-oksida 
(3) 
  







V 50 mL bučko smo natehtali spojino 2 (250 mg, 1,52 mmol), semikarbazid hidroklorid 
(180 mg, 1,61 mmol), katalitično količino ocetne kisline (10 mL) in brezvoden toluen (18 
mL) kot topilo. Pri prenašanju reagenta smo si za zagotovitev brezvodnih pogojev 
pomagali z balonom, napolnjenim z argonom. Reakcijsko zmes smo čez noč mešali s 
pomočjo magnetnega mešala pri 50 °C. Zmes smo uparili in s kristalizacijo iz MeOH 
očistili produkt.  
Preglednica 3: Rezultati spojine 3. 
izgled rumena trdna snov 
tališče 196–198 °C 
izkoristek 88 % 
TLC Rf (EtOAc/MeOH = 98:2 v/v) = 0,58 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 6,64–6,80 (d, 2H, NH2); 7,59–8,71 (m, 4H, 4CH); 
10,71 (s, 1H, NH) ppm 
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 110,56; 114,41; 117,54; 128,04; 131,49; 136,54; 
152,68; 156,36 ppm 
IR (ATR) ν = 3429, 3153, 2957, 1697, 1615, 1592, 1568, 1530, 
1510, 1436, 1389, 1336, 1224, 1167, 1147, 1105, 
1019, 983, 919, 861, 818, 767, 734, 714, 667, 635, 
615, 570, 522 cm
-1 
HRMS 222,0623 (izračunana vrednost za C8H8O3N5 = 
222,0622 )
 
HPLC tR = 4,59 min, λ = 254 nm, 
kromatografska čistota = 98,7 % 
 
4.4. Sinteza 2-(4-kloro-3-nitrobenziliden)hidrazin-1-karboksamida (4) 





V 100-mililitrsko bučko smo zatehtali semikarbazid hidroklorid (75 mg, 0,67 mmol) in ga 
raztopili v destilirani vodi (1,5 mL). V čašo smo natehtali 4-kloro-3-nitrobenzaldehid (100 
mg, 0,61 mmol) in ga raztopili v etanolu (5 mL). To raztopino smo po kapljicah dodajali v 
bučko ob konstantnem mešanju. Reakcijsko zmes smo pustili 1 h mešati na magnetnem 
mešalu pri sobni temperaturi. Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. 
Po 1 h smo razvili TLC kromatogram in ker reakcija še ni potekla do konca, smo 
reakcijsko zmes pustili mešati pri sobni temperaturi še preko noči.                                    
Naslednjega dne smo na rotavaporju uparili topilo.  
Spojino smo očistili s tekočinsko kromatografijo. Pri tem smo za mobilno fazo uporabili 
EtOAc/n-heksan = 4/1 in postopoma povečevali polarnost mobilne faze do EtOAc/MeOH 
= 50/1. 
Preglednica 4: Rezultati spojine 4. 
izgled belorumeni igličasti kristali 
tališče 191–193 °C 
izkoristek 76 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/4, v/v) = 0,18 
Rf (EtOAc/MeOH = 98/2, v/v) = 0,36   
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 6,72 (s, 2H, NH2); 7,75–7,77 (m, 1H, CH); 7,86 (s, 
1H, NH); 7,98–8,01 (m, 1H, CH); 8,52–8,53 (m, 1H, 
CH); 10,57 (s, 1H, CH) ppm 
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 122,15; 123,86; 131,28; 131,58; 135,55; 135,80; 
148,38; 156,58 ppm 
IR (ATR) ν = 3461, 1712, 1605, 1573, 1530, 1472, 1442, 1351, 
1297, 1230, 1151, 1121, 1051, 1013, 930, 831, 752, 
704, 667, 616, 582, 513 cm
-1 
HRMS 241,0128 (izračunana vrednost za C8H6O3N4Cl = 
241,0134)
 
HPLC tR = 5,50 min, λ = 254 nm, 




4.5. Sinteza 2-(4-kloro-3-nitrobenziliden)hidrazin-1-karbotioamida (5) 
                                                                                                   5 
 
Postopek:  
V 100-mililitrsko bučko smo zatehtali tiosemikarbazid (65 mg, 0,71 mmol) in dodali 
destilirano vodo (1,5 mL) ter 1 M HCl (2 kapljici). Med konstantnim mešanjem na 
magnetnem mešalu smo v bučko počasi dodajali raztopino 4-kloro-3-nitrobenzaldehida 
(100 mg, 0,54 mmol) in etanola (10 mL). Reakcijo smo pustili teči 1 uro pri sobni 
temperaturi pri konstantnem mešanju na magnetnem mešalu. Potek reakcije smo spremljali 
s tankoplastno kromatografijo. Po končani reakciji smo odpareli topilo.  
Spojino smo očistili s tekočinsko kromatografijo. Pri tem smo za mobilno fazo uporabili 
EtOAc/n-heksan = 1/2 in postopoma povečevali polarnost mobilne faze do EtOAc/n-
heksan = 3/1. 
Preglednica 5: Rezultati spojine 5.  
izgled svetlo rumeni igličasti kristali 
tališče 197–199 °C 
izkoristek 85 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, v/v) = 0,35 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 7,78–7,80 (m, 1H, CH); 8,05–8,07 (m, 2H, NH2); 
8,32 (s, 1H, CH); 8,38 (s, 1H,CH); 8,62–8,63 (m, 1H, 
CH); 11,69 (s, 1H, NH) ppm 
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 122,73; 124,70; 131,70; 132,12; 135,20; 138,45; 
148,40; 178,39 ppm 
IR (ATR) ν = 3498, 3362, 3152, 2973, 1582, 1519, 1459, 1347, 
1283, 1258, 1213, 1102, 1042, 1001, 933, 833, 181, 
752, 717, 690, 667, 620, 598, 567 cm
-1 





HPLC tR = 5,57 min, λ = 254 nm, 
kromatografska čistota = 99,5 % 
 
 
4.6. Sinteza 6-((2-karbamotiioilhidraziniliden)metil)benzo[c][1,2,5]oksadiazol 1-
oksida (6) 
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Postopek: 
V 100-mililitrsko bučko smo zatehtali 6-formilbenzo[c][1,2,5]oksadiazol-1-oksid (100 mg, 
0,61 mmol) in tiosemikarbazid (60 mg, 0,66 mmol), dodali katalitsko količino ocetne 
kisline (približno 10 mL) ter brezvoden toluen (12 mL/mmol, 7,3 mL). Za zagotovitev 
brezvodnih pogojev pri prenosu toluena smo uporabili balonček z argonom. Reakcijsko 
zmes smo pustili mešati na magnetnem mešalu preko noči pri sobni temperaturi. 
Zmes smo uparili na rotavaporju, produkt pa očistili s kristalizacijo iz etanola. 
Kristalizacijo smo izvedli tako, da smo v bučko k zmesi dodali nekaj mL etanola, segreli 
tik do vrelišča, nato pa ohladili na ledeni kopeli. Matičnico smo previdno odlili, oborino pa 
odfiltrirali ter osušili z vakuumsko črpalko. 
Preglednica 6: Rezultati spojine 6. 
izgled rjavorumeni igličasti kristali 
tališče 199–201 °C 
izkoristek 76 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, v/v) = 0,17 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 7,55 (s, 1H, CH); 7,81 (s, 1H, CH); 8,09 (s, 1H, 
CH); 8,23–8,42 (m, 3H, CH, NH2); 11,76 (s, 1H, NH) 
ppm 
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 112,46; 114,52; 117,63; 131,63; 136,25; 139,43; 
26 
 
152,92; 178,47 ppm 
IR (ATR) ν = 3447, 3307, 3164, 30, 1610, 1595, 1572, 1528, 
1491, 1476, 1396, 1361, 1277, 1134, 1096, 1063, 1011, 
931, 868, 841, 814, 799, 678, 627, 613, 595, 521 cm
-1 
HRMS 236,0246 (izračunana vrednost za C8H6O2N5S = 
236,0248) 
 
HPLC tR = 4,79 min, λ = 254 nm, 
kromatografska čistota = 98,0 % 
 
 
4.7. Sinteza 2-(3-nitrobenziliden)hidrazin-1-karboksamida (7) 
                                                                                                               7 
 
Postopek: 
V 100-mililitrsko bučko smo zatehtali semikarbazid hidroklorid (75 mg, 0,67 mmol) in ga 
raztopili v destilirani vodi (1,5 mL). V čašo smo natehtali 3-nitrobenzaldehid (100 mg, 
0,66 mmol) in ga raztopili v etanolu (5 mL). To raztopino smo po kapljicah dodajali v 
bučko ob konstantnem mešanju. Reakcijsko zmes smo pustili 1 h mešati na magnetnem 
mešalu pri sobni temperaturi. Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. 
Po končani reakciji smo na rotavaporju uparili topilo.  
Spojino smo očistili s tekočinsko kromatografijo. Pri tem smo za mobilno fazo uporabili 
EtOAc/MeOH = 98/2 in postopoma povečevali polarnost mobilne faze do EtOAc/MeOH = 
2/1. 
Preglednica 7: Rezultati spojine 7. 
izgled svetlo rumen prah 
tališče 192–194 °C 
izkoristek 77 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/4, v/v) = 0,24 
27 
 
Rf (EtOAc/MeOH = 98/2, v/v) = 0,38 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 6,68 (s, 2H, NH2); 7,64–7,68 (m, 1H, CH); 7,95 
(s, 1H, NH); 8,15–8,19 (m, 2H, 2CH); 8,55 (s, 1H, 
CH); 10,50 (s, 1H, CH) ppm 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ = 120,72; 123,21; 130,05; 132,76; 136,80; 136,92; 
148,36; 156,61 ppm 
IR (ATR) ν = 3459, 3147, 3063, 2923, 1699, 1612, 1578, 1524, 
1445, 1343, 1314, 1232, 1129, 1013, 928, 888, 829, 
806, 755, 735, 674, 655, 632, 562, 547, 522 cm
-1 
HRMS 209,0668 (izračunana vrednost za C8H9O3N4 = 
209,0669 )
 
HPLC tR = 4,70 min, λ = 254 nm, 
kromatografska čistota = 98,5 % 
 
 
4.8. Sinteza 2-(3-nitrobenziliden)hidrazin-1-karboksamida (8) 
                                                                                                          8 
  
Postopek: 
V 100-mililitrsko bučko smo natehtali tiosemikarbazid (65 mg, 0,71 mmol), dodali 
destilirano vodo (1,5 mL) in 1 M HCl (2 kapljici). Mešanici smo po kapljicah dodajali 
raztopino 3-nitrobenzaldehida (100 mg, 0,66 mmol) in etanola (5 mL). Zmes smo pustili 
mešati na magnetnem mešalu pri sobni temperaturi. Reakcijo smo spremljali s 
tankoplastno kromatografijo. Po končani reakciji smo topilo uparili na rotavaporju. 
Spojino smo očistili s tekočinsko kromatografijo. Pri tem smo za mobilno fazo uporabili 
EtOAc/n-heksan = 1/2 in postopoma povečevali polarnost mobilne faze do EtOAc/n-




Preglednica 8: Rezultati spojine 8. 
izgled rumen prah 
tališče 196–198 °C 
izkoristek 94 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, v/v) = 0,44 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 8,09–8,13 (m, 3H, NH2, CH); 8,21–8,24 (m, 2H, 
2CH); 8,27 (m, 1H, CH); 8,42 (s, H, CH); 11,73 (s, 1H, 
NH) ppm 
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 123,79; 128,17; 139,53; 140,75; 147,57; 178,46 
ppm 
IR (ATR) ν = 3448, 3392, 3260, 3155, 2981, 1592, 1520, 1461, 
1345, 1228, 1102, 1069, 937, 889, 841, 811, 736, 703, 
671, 623, 517 cm
-1 
HRMS 225,0440 (izračunana vrednost za C8H9O2N4S = 
225,0441) 
 
HPLC tR = 4,92 min, λ = 254 nm, 
kromatografska čistota = 99,3 % 
 
 
4.9. Sinteza 2-(4-nitrobenziliden)hidrazin-1-karboksamida (9) 
                                                                                                9 
 
Postopek: 
V bučko smo zatehtali semikarbazid hidroklorid (75 mg, 0,67 mmol) in ga raztopili v 
destilirani vodi (1,5 mL). V čašo smo natehtali 4-nitrobenzaldehid (100 mg, 0,66 mmol) in 
ga raztopili v etanolu (5 mL). To raztopino smo po kapljicah dodajali v bučko ob 
konstantnem mešanju. Reakcijsko zmes smo pustili mešati na magnetnem mešalu 1 h pri 
sobni temperaturi. Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. Po končani 
reakciji smo na rotavaporju uparili topilo.  
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Spojino smo očistili s tekočinsko kromatografijo. Pri tem smo za mobilno fazo uporabili 
EtOAc/n-heksan = 20/1 in postopoma povečevali polarnost mobilne faze do EtOAc/MeOH 
= 98/2. 
Preglednica 9: Rezultati spojine 9. 
izgled bel prah 
tališče 175–177 °C 
izkoristek 77 %  
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, v/v) = 0,17 
Rf (EtOAc/MeOH = 98/2, v/v) = 0,35 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 6,71 (s, 2H, NH2); 7,93 (s, 1H, NH); 8,00–8,03 (m, 
2H, 2CH); 8,19–8,22 (m, 2H, 2CH); 10,63 (s, 1H, CH) 
ppm 
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 123,80; 127,38; 136,70; 141,39; 147,08; 156,49 
ppm 
IR (ATR) ν = 3443, 3163, 3060, 1673, 1586, 1516, 1438, 1407, 
1345, 1310, 1224, 1087, 1011, 936, 853, 832, 760, 745, 
690, 654, 514 cm
-1 
HRMS 209,0668 (izračunana vrednost za C8H9O3N4 = 
209,0669)
 
HPLC tR = 4,75 min, λ = 254 nm, 
kromatografska čistota = 99,5 % 
 
 
4.10. Sinteza 2-(4-nitrobenziliden)hidrazin-1-karbotioamida (10) 
                                                                                                   10 
 
Postopek: 
V 100-mililitrsko bučko smo natehtali tiosemikarbazid (65 mg, 0,71 mmol), dodali 
destilirano vodo (1,5 mL) ter 1 M HCl (2 kapljici). Počasi, po kapljicah, smo v bučko med 
30 
 
konstantnim mešanjem dodajali raztopino 4-nitrobenzaldehida (100 mg, 0,66 mmol) in 
etanola (5 mL). Reakcijsko zmes smo  mešali z uporabo magnetnega mešala pri sobni 
temperaturi. Po eni uri smo konec reakcije preverili s tankoplastno kromatografijo. Zmes 
smo uparili  na rotavaporju.  
Spojino smo očistili s tekočinsko kromatografijo. Pri tem smo za mobilno fazo uporabili 
EtOAc/n-heksan = 1/2 in postopoma povečevali polarnost mobilne faze do EtOAc/n-
heksan = 4/1. 
Preglednica 10: Rezultati spojine 10. 
izgled rumen prah 
tališče 200–202 °C 
izkoristek 87 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, v/v) = 0,17 
Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, v/v) = 0,38 
Rf (EtOAc/MeOH = 98/2, v/v) = 0,66 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 8,09–8,13 (m, 3H, NH2, CH); 8,21–8,27 (m, 3H, 
3CH); 8,42 (s, 1H, CH); 11,73 (s, 1H, NH) ppm 
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 123,80; 128,17; 139,53; 140,75; 147,57; 178,46 
ppm 
IR (ATR) ν = 3487, 3361, 3084, 2963, 1576, 1512, 1451, 1360, 
1334, 1300, 1280, 1173, 1092, 1006, 925, 876, 849, 
817, 748, 688, 619, 564 cm
-1 
HRMS 223,0292 (izračunana vrednost za C8H7O2N4S = 
223,0295)
 
HPLC tR = 4,92 min, λ = 254 nm, 
kromatografska čistota = 99,8 % 
 
 
4.11. Sinteza 2-(2-nitrobenziliden)hidrazin-1-karboksamida (11) 




V bučko smo zatehtali semikarbazid hidroklorid (75 mg, 0,67 mmol) in ga raztopili v 
destilirani vodi (1,5 mL). V čašo smo natehtali 2-nitrobenzaldehid (100 mg, 0,66 mmol) in 
ga raztopili v etanolu (5 mL). To raztopino smo po kapljicah dodajali v bučko ob 
konstantnem mešanju. Reakcijsko zmes smo pustili mešati na magnetnem mešalu 1 h pri 
sobni temperaturi. Potek reakcije smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. Po končani 
reakciji smo na rotavaporju uparili topilo.  
Spojino smo očistili s tekočinsko kromatografijo. Pri tem smo za mobilno fazo uporabili 
EtOAc/MeOH = 98/2 in postopoma povečevali polarnost mobilne faze do EtOAc/MeOH = 
6/1. 
Preglednica 11: Rezultati spojine 11. 
izgled svetlo rumeni igličasti kristali 
tališče 195–197 °C 
izkoristek 84 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 4/1, v/v) = 0,27 
Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, v/v) = 0,17 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 6,62 (s, 2H, NH2); 7,58–7,60 (m, 1H, CH); 7,70–
7,73 (m, 1H, CH); 7,98–8,00 (m, 1H, CH); 8,23 (s, 
1H, NH); 8,833–8,35 (m, 1H, CH); 10,64 (s, 1H, CH) 
ppm 
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 124,38; 127,89; 128,80; 129,58; 133,21; 133,97; 
147,76; 156,41 ppm 
IR (ATR) ν = 3459, 3230, 3166, 2932, 1724, 1598, 1580, 1510, 
1472, 1421, 1343, 13203, 1273, 1222, 1170, 1136, 
1071, 1010, 952, 908, 865, 837, 780, 733, 694, 632, 
557, 522 cm
-1 
HRMS 209,0669 (izračunana vrednost za C8H9O3N4 = 
209,0669) 
 
HPLC tR = 4,50 min, λ = 254 nm, 





4.12. Sinteza 2-(2-nitrobenziliden)hidrazin-1-karbotioamida (12) 
                                                                                                                              12 
 
Postopek: 
V čašo smo zatehtali 2-nitrobenzaldehid (65 mg, 0,71 mmol) in ga raztopili v etanolu (5 
mL). Raztopino smo dokapavali v bučko, kamor smo predhodno dali tiosemikarbazid (100 
mg, 0,66 mmol), destilirano vodo (1,5 mL) in 1 M HCl (2 kapljici). Medtem smo 
reakcijsko zmes neprenehoma mešali s pomočjo magnetnega mešala. Reakcijo smo do 
konca (1 h) pustili teči pri sobni temperaturi ob konstantnem mešanju. Potek reakcije smo 
opazovali s tankoplastno kromatografijo. Po končani reakciji smo topila uparili na 
rotavaporju.  
Spojino smo očistili s tekočinsko kromatografijo. Pri tem smo za mobilno fazo uporabili 
EtOAc/n-heksan = 1/2 in postopoma povečevali polarnost mobilne faze do EtOAc/n-
heksan = 4/1. 
Preglednica 12: Rezultati spojine 12. 
izgled rumeni igličasti kristali 
tališče 199–200 °C 
izkoristek 88 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, v/v) = 0,31 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 7,60–7,65 (m, 1H, CH); 7,72–7,74 (m, 1H, CH); 
8,01–8,03 (m, 1H, CH); 8,13 (s, 1H, CH); 8,40–8,46 
(m, 3H, NH2, CH); 11,74 (s, 1H, NH) ppm 
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 124,51; 128,31; 128,43; 130,34; 133,33; 137,20; 
148,27; 178,45 ppm 
IR (ATR) ν = 3420, 3235, 3152, 3104, 3025, 2964, 1601, 1536, 
1512, 1471, 1438, 1362, 1328, 1310, 1268, 1216, 1103, 
1074, 1001, 951, 929, 877, 847, 815, 782, 720, 689, 




HRMS 225,0441 (izračunana vrednost za C8H9O2N4S = 
225,0441)
 
HPLC tR = 4,75 min, λ = 254 nm, 
kromatografska čistota = 99,8 % 
 
 
4.13. Rezultati biološkega testiranja 
Preglednica 13: Rezultati biološkega testiranja. 
















5.1.  SINTEZA 4-AZIDO-3-NITROBENZALDEHIDA 
Sinteza 4-azido-3-nitrobenzaldehida (1) poteka po mehanizmu aromatske nukleofilne 
substitucije (SNAr, slika 7). Pri tej reakciji nukleofil (N3
-
) zamenja dobro izstopajočo 
skupino (halogen npr. Cl
-
) na aromatskem obroču. Izstopajoča skupina (Cl
-
) odtegne 
elektronski vezni par iz izhodne spojine in nato v našem primeru tvori netopno sol z 
natrijevimi ioni. Ker je nitro skupina aktivator nukleofilne substitucije (elektron privlačna 
skupina) in meta usmerjevalec, omogoča, da ima ogljik, na katerega je vezana, negativen 
naboj. V Meisenheimerjevem kompleksu se nevezani elektroni karboaniona vežejo na 
aromatični π sistem, kar omogoča, da se ipso ogljik začasno veže z azidno skupino (-N3). 
Da se vrne v nižje energijsko stanje, se od njega odcepi bodisi azidna skupina, bodisi 
kloridni ion. Potečeta oba procesa. V majhnem odstotku iz intermediata izstopi kloridni 
anion in nastane produkt (4-azido-3-nitrobenzaldehid), preostali del pa se vrne v reaktant. 
Ker je 4-kloro-3-nitrobenzaldehid v nižjem energijskem stanju, se ne bo pretvoril nazaj v 
reaktant, zato čez nekaj časa reakcija doseže kemično ravnovesje, vseskozi pa nastaja 4-
azido-3-nitrobenzaldehid (35, 36, 40).    
 
  
Slika 7: Predpostavljen mehanizem reakcije SNAr za spojino 1 (povzeto po (35)). 
Za raztapljanje izhodnega reagenta v tej reakciji 4-kloro-3-nitrobenzaldehida smo uporabili 
polarno organsko topilo DMSO, ki ima najmočnejšo sposobnost raztapljanja. Reakcija naj 
bi potekala na oljni kopeli pri temperaturi 75 °C (37), vendar natrijev azid pri tej 
temperaturi ni stabilen in razpade. Postopek smo modificirali tako, da smo pred dodatkom 
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azida reakcijsko zmes ohladili na vodni kopeli s temperaturo približno 0 °C, saj je reakcija 
zelo eksotermna. Paziti smo morali, da reakcijske zmesi nismo ohladili preveč, ker je 
temperatura tališča topila DMSO 19 °C in bi lahko zamrznil. Po dodatku celotne količine 
natrijevega azida, smo reakcijo pustili teči 1 h pri sobni temperaturi (38). S temi 
modifikacijami osnovnega sinteznega predpisa smo uspeli spojino 1 pripraviti z 
zadovoljivim izkoristkom (72 %). 
 
5.1.1. Izolacija 4-azido-3-nitrobenzaldehida 
Po uspešno izvedeni reakciji, smo spojino izolirali iz reakcijske zmesi z ekstrakcijo. Pri 
večjih količinah produkta je spojina po dodatku vode kristalizirala, zato smo se v tem 
primeru namesto ekstrakcije poslužili filtracije (38). Produkt je v trdni obliki ostal na filter 
papirju, medtem ko se je izhodna spojina raztapljala v matičnici, ki smo jo zavrgli. V 
matičnici je zaostal tudi DMSO. 
 
5.2. SINTEZA 6-FORMILBENZO[c][1,2,5]OKSADIAZOL 1-OKSIDA (2) 
Spojino 2 pripravimo s segrevanjem 4-azido-3-nitrobenzaldehida v toluenu, pri čemer  
pride do termolize azida (slika 8). Po odcepitvi dušika (N2) poteče ciklizacija in nastane 
želen heterociklični sistem (22). Bolj podrobno je mehanizem prikazan na sliki 8. 
 
Slika 8: Mehanizem termolize azida in nastanka heterocikla (povzeto po (22)). 
 
5.2.1. Izolacija 6-formilbenzo[c][1,2,5]oksadiazol 1-oksida  
Spojino smo očistili s kristalizacijo. Lipofilne nečistote smo odstranili z uporabo 
diatomejske prsti (Celite S), ki nase veže lipofilne spojine (izhodne spojine in stranske 
produkte npr. 4-kloro-3-nitrobenzaldehid). Spojina 2, ki ima v svoji strukturi polaren N-




5.3. SINTEZA IMINOV (TIO)SEMIKARBAZONA 3–12 
Mehanizem reakcije nastanka imina je adicija s sledečo eliminacijo (kondenzacija). Pri 
reakcijah karbonilnih spojin (v našem primeru aldehid) z nukleofili, ki imajo za odcep na 
voljo dva protona, npr. primarni amini (R-NH2), lahko po nukleofilni adiciji pod kislimi 
pogoji poteče nadaljnja eliminacija vode, ki vodi do nastanka C=N dvojne vezi (slika 9). 
Take kondenzacije so značilne predvsem za dušikove nukleofile s primarno aminsko 
skupino, kot so amonijak, primarni amini, hidrazini, hidroksilamin in (tio)semikarbazidi 
(39). Pri sintezah iminov (3–12) smo uporabljali semikarbazid hidroklorid in 
tiosemikarbazid, ki smo mu dodali klorovodikovo kislino. Ker je reakcija ravnotežna, smo 
ravnotežje v smer produktov premaknili z dodajanjem (tio)semikarbazida v prebitku. 
  
Slika 9: Mehanizem nastanka imina – kondenzacija (povzeto po (39)). 
Adicija na dvojno vez aldehida ali ketona (C=O) je nukleofilna zato, ker razlika v 
elektronegativnosti med O- in C-atomoma povzroči polarizacijo dvojne vezi in s tem 
pomanjkanje elektronov na C-atomu. Tako postane ogljik kot elektrofilni center reaktiven 
za reakcijo z nukleofilom. 
Semikarbazid je tipičen nukleofilni reagent. V reakciji s karbonilno skupino aldehida 
dobimo derivate, imenovane semikarbazoni. Katalizator teh reakcij je kislina (HCl), ki 
poveča elektrofilnost karbonilnih skupin (vezava protona na karbonil) (40). V reakcijah s 
tiosemikarbazidi smo kislino dodajali, medtem ko pri reakcijah s semikarbazidi to ni bilo 
potrebno, saj so bili semikarbazidi že v obliki soli (hidrokloridov). 
Tiosemikabazid je analog semikarbazida. V svoji strukturi ima namesto karbonilne 
tiokarbonilno skupino. Med atomoma C in S obstaja precejšnja razlika v 
elektronegativnosti, zato je porazdelitev naboja med karbonilno in tiokarbonilno skupino 
različna. Kisik ima na splošno večji negativni naboj kot žveplo in prispeva k večji 
elektronegativnosti karbonilnih spojin, zaradi česar so te spojine bolj reaktivne kot 
tiokarbonilne. Tudi sama vez C=O je močnejša kot C=S (41). To smo lahko opazili tudi pri 
naših sintezah, saj so reakcije s semikarbazidi potekale hitreje kot tiste s tiosemikarbazidi. 
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Ugotovili smo tudi, da so semikarbazidi bolj topni v vodi kot tiosemikarbazidi, saj so se 
bolje raztapljali v vodi kot tiosemikarbazidi.  
5.3.1. Čiščenje spojin 3-12 
Po predlaganih sinteznih postopkih (37) naj bi spojine na koncu filtrirali in sprali z ledeno 
mrzlim etanolom, pri čemer bi produkt kristaliziral, izhodna spojina pa ostala raztopljena. 
Čeprav smo tudi mi po končani reakciji dobili spojine v obliki oborin, se filtriranje ni 
obneslo, saj večina produkta zaradi majhne velikosti delcev ni ostala na filter papirju in bi 
tako lahko izgubili veliko količino spojine. Zato smo se raje odločili, da spojine osušimo 
na rotavaporju, nato pa izvedemo tekočinsko kromatografijo z nanosom suhega vzorca.  
Težava pri izvedbi kolonske kromatografije je bila v največji meri ta, da so se spojine 
dolgo zadrževale na koloni, zato je bilo čiščenje s to metodo precej zamudno. Čas čiščenja 
smo poskušali izboljšati s povečevanjem polarnosti mobilne faze, a prehitro spiranje tudi ni 
dalo dobrih rezultatov. Pri določeni mobilni fazi, ki se je med spojinami razlikovala, so se 
začele spirati tudi ostale nečistote, ki smo jih na TLC ploščicah opazili kot liso pod liso 
naše spojine. Težava je bila tudi ta, da so naši surovi produkti po koncu reakcije vsebovali 
tudi precejšen delež (tio)semikarbazida, saj smo ga kot reagent dajali v prebitku in smo ga 
zaradi njegove slabe topnosti težko odstranili. 
Dve spojini (3 in 6), ki ju s tekočinsko kromatografijo nismo uspeli dovolj očistiti, smo 
čistili s kristalizacijo iz etanola (42). Izgube s to metodo so sicer še malo večje, čistota pa 
je ustrezna. Ta metoda je tudi bistveno hitrejša od tekočinske kromatografije. Za doseganje 
še boljšega ločevanja komponent reakcijske zmesi bi lahko uporabili tekočinsko 
kromatografijo na reverznofaznih kolonah in s tem izboljšali izkoristke. 
 
5.4. VREDNOTENJE TRIPANOCIDNEGA DELOVANJA SINTETIZIRANIH 
SPOJIN 
Testiranje citotoksičnosti je koristno orodje za presejanje farmacevtskih izdelkov preden se 
izvede obsežnejše toksikološko testiranje. Test MTT je kvantitativni test citotoksičnosti, 
pri katerem se uporablja barvilo, imenovano 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolijev bromid (MTT). To barvilo je rumena vodotopna kemikalija, ki se cepi z 
mitohondrijsko sukcinat dehidrogenazo, da tvori formazan, ki je vijolične barve. Ta 
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reakcija se pojavi le v zdravih, živih celicah, pri katerih je mitohondrijska sukcinat 
dehidrogenaza aktivna (43). Iz odčitane absorbance se nato preračunajo vrednosti 50 % 
inhibitorne koncentracije. V našem primeru je bila pozitivna kontrola BZ. Spojine z 
vrednostmi nižjimi od vrednosti IC50 za BZ imajo boljšo tripanocidno aktivnost kot že 
uporabljeno zdravilo BZ. V našem primeru sta to spojini 3 in 6. Spojine 4, 7, 9, 11 in 12 
imajo vrednosti IC50 višje od 100 μg/mL, kar pomeni, da ne izkazujejo tripanocidne 
aktivnosti. Vrednosti spojin 5, 8 in 10 pa so istega velikostnega razreda kot je vrednost BZ. 
Vse tri spojine na mestu R1 vsebujejo atom žvepla in imajo od svojih strukturnih analogov 
(semikarbazonov) večjo tripanocidno aktivnost. Iz tega lahko zaključimo, da žveplo 
spreminja biološki profil teh spojin. 
Da bi določili selektivno delovanje med sesalskimi celicami in zajedavcem, bi morali 
izvesti test citotoksičnosti teh spojin še na sesalskih celicah. Če bi zanje določili majhno 
citotoksičnost, bi lahko bile sintetizirane spojine obetavne kot učinkovine za zdravljenje 
CB. Čeprav bi za dosego istega učinka kot z zdravilom BZ potrebovali višje odmerke, bi 
za zdravljenje CB prednostno izbrali te spojine, saj bi povzročale manj neželenih učinkov 





V okviru magistrske naloge smo uspešno resintetizirali spojine 4-azido-3-nitrobenzaldehid 
(1), 6-formilbenzo[c][1,2,5]oksadiazol 1-oksid (2), 6-((2-
karbamoilhidraziniliden)metil)benzo[c][1,2,5]oksadiazol 1-oksid (3) in 6-((2-
karbamotiioilhidraziniliden)metil)benzo[c][1,2,5]oksadiazol 1-oksid (6), ter sintetizirali 
derivate semi- in tiosemikarbazida kot potencialne zdravilne učinkovine pri zdravljenju 
CB. V sklopu eksperimentalnega dela smo tako tudi sintetizirali 8 načrtovanih končnih 
spojin: 2-(4-kloro-3-nitrobenziliden)hidrazin-1-karboksamid (4), 2-(4-kloro-3-
nitrobenziliden)hidrazin-1-karbotioamid (5), 2-(3-nitrobenziliden)hidrazin-1-karboksamid 
(7),  2-(3-nitrobenziliden)hidrazin-1-karboksamid (8), 2-(4-nitrobenziliden)hidrazin-1-
karboksamid (9), 2-(4-nitrobenziliden)hidrazin-1-karbotioamid (10), 2-(2-
nitrobenziliden)hidrazin-1-karboksamid (11) in 2-(2-nitrobenziliden)hidrazin-1-
karbotioamid (12). 
Resinteza z manjšimi modifikacijami sinteznih postopkov je potekala uspešno, saj so bili 
izkoristki reakcij zadovoljivi (nad 72 %), ugotovili pa smo naslednje: 
- Pred dodatkom azida je treba reakcijsko zmes ohladiti na vodni kopeli s 
temperaturo približno 0 °C, saj je reakcija zelo eksotermna. Pri tem je treba paziti, 
da reakcijske zmesi ne ohladimo preveč, ker je temperatura tališča topila DMSO 19 
°C in lahko zamrzne. 
Skozi proces eksperimentalnega dela, ki se je osredotočal na sintezo semi- in 
tiosemikarbazidnih spojin ter njihovo biološko testiranje, smo ugotovili slednje: 
- Sintezne reakcije so kratke in enostavne, izkoristki pa precej dobri (nad 76 %), zato 
lahko zaključimo, da so ti sintezni postopki primerni za sintezo semi- in 
tiosemikarbazidnih spojin. 
- Težava, ki se pojavi pri sintezi, je topnost semikarbazida in tiosemikarbazida v 
etanolu, saj se v njem ne raztapljata popolnoma in tako v reakcijo vstopata v 
neraztopljeni obliki.  
- Težavna je tudi izolacija in čiščenje produkta. Ker se v reakcijo doda semikarbazid 
oziroma tiosemikarbazid v prebitku, nam ostaja tudi v končni zmesi in ga težko 
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odstranimo. Hkrati se sintetizirane spojine tudi dolgo zadržujejo na koloni, zato je 
postopek čiščenja s tekočinsko kromatografijo dolgotrajen.  
- Za najboljšo metodo čiščenja se je izkazala kristalizacija produkta iz etanola 
oziroma metanola. Čeprav so izgube še večje, je ta metoda bistveno hitrejša, 
produkt, ki ga dobimo, pa bolj čist. 
- Predlagana metoda čiščenja končnih spojin je tekočinska kromatografija na 
reverznofaznih kolonah. 
- Test citotoksičnosti na epimastigotih T. cruzi (sev Y) je pokazal, da sta spojini z 
največjo tripanocidno aktivnostjo spojini 3 in 6, ki v svoji stukturi vsebujeta 
strukturo benzofuroksana in N-oksidni del.  
- Čeprav so vrednosti 50 % inhibitorne koncentracije sintetiziranih spojin višje od 
vrednosti BZ, ni nujno, da spojine niso obetavne učinkovine za zdravljenje CB, saj 
še vedno ne vemo, ali delujejo enako citotoksično tudi na normalne sesalske celice. 
Če bi bilo razmerje ugodnejše kot pri BZ, bi bile spojine zaradi manj neželenih 
učinkov sprejemljivejše za terapijo. 
- Prisotnost žvepla na mestu R1 vpliva na biološki profil spojin, saj so se spojine, ki v 
svoji strukturi vsebujejo tiosemikarbazide pokazale za bolj tripanocidno aktivne kot 
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Priloga I: Predlagan mehanizem za oksidativno razgradnjo tiosemikarbazona v    
semikarbazon (povzeto po (28)). 
 
 
 
